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GA at birth‐wks  33.9 ± 3.4  33.0 ± 3.5  27.6 ± 5.7 32.9 ± 2.2 .1  <.01  .29
BW ‐ g  2167 ± 633 1784± 743 1293±827 1796±450 <.01  <.01  <.01
BWD ‐ %a  10 (4‐15)  32 (25‐54) 15 (8‐19) 16 (8‐26) <.01  <.01  .03

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































AV ‐ %  21  24  19  21  15  .70 
AA ‐ %  16  20  24  24  16  .53 
 
sIUGR 
AV ‐ %  20  21  19  21  19  1.0 
AA ‐ %  6  21  28  30  15  <.01 
 
TTTS 
AV ‐ %  23 23 18 22 14  .54 
AA ‐ %  9  3  18  36  33  <.01 
 
TAPS 
AV ‐ %  39  26  12  14  9  <.01 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  TAPS (n=20) no TAPS (n=250)  P value
 

















































































Number of anastomoses – na  4 (3‐6)  8 (5‐12)  <.01 
VCI – n (%)b  4 (10)  114 (23)  .06 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  PCI (n=4)  No PCI (n=248)  P value 
Recurrent TTTS – n (%)  0 (0)  5 (2)  1.00 
Post‐laser TAPS– n (%)  1 (25) 35 (14) .46
GA at birth – weeksa  32 (27‐34) 32 (29‐35)  .89




















  PCI (n=4) No PCI (n=248) P value 
Presence of RA – n (%)   4 (100)  66 (27)  .01 
No. of overall RA a  13 (7‐24)  0 (0‐1)  <.01 
Residual AV ‐n (%)  13 (7‐23)  0 (0‐0)  <.01 
Residual AA ‐n (%)  4 (100)  13 (5)  <.01 





























































































































































































































































































































































































Variables   TTTS treated with laser (n=62) Control group (n=64)  P
Gestational age at birth – wk  31.8 ± 3.5 33.3 ± 3.1  <.01
Birth weight – gr  1646 ± 607 1906 ± 667  <.01













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Objective: To  investigate  the occurrence of early‐onset neonatal  sepsis  (EOS)  in  twin‐twin 
transfusion syndrome (TTTS) managed with laser surgery. 
Study  design:  We  performed  a  prospective  cohort  study  of  all  consecutive  TTTS  cases 
treated with  laser surgery  (TTTS group) delivered at  the Leiden University Medical Center. 
We  recorded  the  occurrence  of  EOS,  defined  as  a  positive  blood  culture  ≤72  hours 
postpartum (proven sepsis) or administration of a full course of antibiotics due to risk factors 
or  signs of  sepsis,  in  the  absence of  a positive blood  culture  (suspected  sepsis). Perinatal 
variables  in  the TTTS group were compared with uncomplicated monochorionic  twins  (no‐
TTTS group). A multivariate model was generated, examining the association between EOS 
and  gestational  age  at  birth,  interval  between  laser  surgery  and  birth,  anterior  placenta, 
laser period  (first  study period: 2002‐2008;  second  study period: 2009‐2015) and preterm 
premature rupture of membranes (PPROM).  
Results: The  rates of combined suspected and proven EOS  in  the TTTS group and no‐TTTS 
group  were  16%  (68/208)  and  10%  (55/271),  respectively  (relative  ratio  (RR)  1.74,  95% 
confidence interval (CI) 1.19‐2.55). Multivariate analysis showed that EOS in the TTTS group 
was independently associated with lower gestational age at birth (odds ratio (OR) 0.75, 95% 








Twin‐twin  transfusion  syndrome  (TTTS)  is  a  severe  condition  complicating  about  10%  of 
monochorionic diamniotic twin pregnancies (Lewi et al., 2008). Laser surgery  is the optimal 
treatment for severe TTTS. Although the neonatal outcome has significantly improved after 
introduction  of  laser  surgery,  several  complications  are  reported,  such  as  preterm 
premature rupture of membranes (PPROM), clinical or histologic chorioamnionitis, recurrent 
or  reversed  TTTS  and  post‐laser  twin  anemia‐polycythemia  sequence  (TAPS).  PPROM  is 
partly due to the specific nature of the fetoscopic intervention itself, in which a fetoscope is 
introduced  into  the  amniotic  cavity  causing  iatrogenic PPROM  [1‐5]. Previous  studies also 
demonstrated  that  the  risk  of  chorioamnionitis  and  early–onset  neonatal  sepsis  (EOS)  is 
increased  after  invasive  intrauterine  procedures,  such  as  amniocentesis  or  fetal  blood 
sampling, in both singletons and twins [6‐12]. EOS is usually caused by bacterial pathogens, 
most  commonly  group  B  streptococcus  or    Escherichia  coli,  transmitted  vertically  from 
mother  to  infant  before  or  during  delivery  and  is  one  of  the  leading  causes  of  neonatal 
mortality  and  morbidity  [13‐15].  The  risk  of  EOS  following  laser  surgery  for  TTTS  has 
however not yet been studied. 





All  consecutive  monochorionic  twins  delivered  at  the  Leiden  University  Medical  Center 
between  March  2002  and  April  2015  were  eligible  for  this  study.  We  included  all 
monochorionic twins with TTTS treated with laser surgery (TTTS group) and compared them 
with  a  control  group  of  uncomplicated  monochorionic  twins  (no‐TTTS  group). 
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20 weeks  gestation  and  >10  cm  thereafter  [1].  Staging  of  TTTS was defined  according  to 








The  following perinatal variables were recorded,  including gestational age at  laser surgery, 
study  period  (first  study  period:  2002‐2008;  second  study  period:  2009‐2015),  placental 
localization,  gestational  age  at  birth,  birth weight  and  birth weight  discordance, mode  of 
delivery, maternal fever (≥38 ºC), use of epidural anesthetics during  labor and PPROM (<37 
weeks gestational age  for >24 hours). Data  from maternal vaginal or urinary cultures were 
mostly  not  available  and  therefore  not  recorded.  After  birth,  routine  blood  tests  were 
performed  in all preterm neonates that were born before the gestational age of 37 weeks. 
C–reactive  protein  (CRP)  levels  and  immature/total  neutrophil  ratios  (I/T  ratio)  were 
documented within  the  first 72 hours after birth. Elevated CRP was defined as a  level >20 






factors and/or clinical  signs of neonatal  infection,  though without a positive blood culture 
(suspected EOS). Blood cultures were evaluated  for  the chance of contamination. When a 





maternal  fever  (≥38°C)  or  parenteral  antibiotics  given  to mother  for  (suspected)  invasive 







t  test  or  Mann‐Whitney  test  were  applied  to  analyze  continuous  variables,  where 
appropriate. Chi  square  test or Fisher exact  test was used  to  compare dichotomous data. 
Paired variables were compared using McNemar or Wilcoxon signed rank test, if applicable. 
The  results were  displayed  as median  and  interquartile  range  (IQR), mean  and  range  or 
number  and  percentage,  where  appropriate.  The  potential  risk  factors  for  EOS  were 
analyzed  in  a univariable  regression model  (generalized  estimating  equation).  The  factors 
Post‐laser EOS │134 
 
significantly  associated with  EOS  in  the  univariate  analysis were  further  used  to  build  a 
multivariable  regression  model  (generalized  estimating  equation)  to  assess  their 







our hospital  and  included  in  the  study, of which  208  (43%)  in  the  TTTS  group  after  laser 
surgery and 271  (57%)  in  the no‐TTTS group. The baseline characteristics of  the  two study 
groups are summarized  in table 1.  In the TTTS group, 14%  (28/208) of the twin pairs were 
Quintero  stage  1,  32%  (67/208)  stage  2,  51%  (105/208)  stage  3  and  4%  (8/208)  stage  4. 
Median gestational age  at  laser  surgery was 20 weeks  (IQR 18‐23 weeks).  In  the no‐TTTS 
group,  selective  fetal  growth  restriction  occurred  in  65/271  (24%)  twin  pairs  and  14/271 
(5%) twin pairs were monoamniotic.  
Comparison  of  primary  and  secondary  outcomes  between  the  TTTS  group  and  no‐TTTS 




significantly  higher  in  the  TTTS  group  compared  to  the  no‐TTTS  group,  16%  versus  10% 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































CRP  and  I/T  ratio were  also  significantly  increased  compared  to  the  no‐TTTS  group  (both 
p<0.01). After  controlling  for  gestational  age  at birth no difference  in  suspected EOS was 
detected  in  the  TTTS  group  compared  to  the  no‐TTTS  group  (OR  0.95,  95%  CI  0.62‐1.46, 
p=0.82), but  the odds ratio of proven EOS was still  increased  (OR 5.03, 95% CI 1.08‐23.54, 
p=0.04).    
Analysis between  ex‐donors  and  ex‐recipients  in  the TTTS group  showed no difference  in 
suspected  or  proven  EOS  (Table  3). However  the  occurrence  of  PPROM was  significantly 
higher in ex‐recipients than in ex‐donors, 69/206 (34%) versus 46/206 (22%) respectively (RR 
1.75,  95%  CI  1.13‐2.71  p=0.01).  Overall  EOS  occurred  in  62%  (42/68)  of  cases  in  both 








first  study period  (OR 2.25, 95% CI 1.08‐4.67, p=0.03) and PPROM  (OR 2.47, 95% CI 1.28‐












This  is  the  first  study  to  investigate  the occurrence of EOS  following  laser  surgery  for  the 
treatment of TTTS. Our findings show that the rate of EOS in TTTS treated with laser surgery 
is  slightly  increased  compared  to  monochorionic  twins  without  invasive  fetoscopic 
intervention.  Risk  factor  analysis  shows  that  EOS  after  laser  surgery  for  TTTS  is 
independently associated with lower gestational age at birth, first study period and PPROM.  
Small studies have linked invasive intrauterine procedures, such as chorionic villus sampling, 
amniocentesis and  fetal blood  sampling,  to  the occurrence of EOS  [6‐12]. Reports on  the 
frequency of EOS after laser surgery are however lacking. EOS is usually caused by bacterial 
pathogens  transmitted  vertically  from  mother  to  the  fetus  perinatally,  resulting  in 
intrauterine  infection  and  ensuing  EOS  [13].  Previous  studies  have  suggested  a  possible 
association  between  laser  surgery  and  increased  risk  of  chorioamnionitis  [5,  20‐25].  In  a 
cohort of  266  TTTS  cases  treated with  laser  surgery, Rossi et  al  reported  that  the  risk of 
iatrogenic  PPROM  and  clinical  chorioamnionitis  was  38%  and  0%,  respectively  [23]. 
However,  the diagnosis of chorioamnionitis was not based on histopathological evaluation 
and the risk of neonatal EOS was not reported.  In another  larger cohort of 602 TTTS cases 
treated  with  laser  surgery,  Stirnemann  et  al  reported  a  4%  incidence  of  clinical 
chorioamnionitis, but again data on neonatal EOS were not described [25]. In a prospective 
study,  Lewi  et  al.  reported  a  rate  of  neonatal  sepsis  of  4%  in  monochorionic  twin 




clearly  described.  In  our  study  we  found  that  the  rate  of  proven  EOS  was  2%  in 
monochorionic  twins managed  with  laser  surgery  and  0.4%  in monochorionic  twins  not 
managed with laser surgery. Laboratory investigations also showed higher CRP levels and I/T 
ratio  in  the  TTTS  group. Whether  these  result  from  bacterial  infection  or  post‐operative 
inflammation after laser surgery is not clear.    
This  study  further  analyzed  the  association  between  several  perinatal  variables with  the 
occurrence of EOS in the subgroup of TTTS treated with laser surgery. We found that lower 
gestational age at birth, first study period and PPROM were  independently associated with 
EOS  after  laser  surgery.  Iatrogenic  PPROM  is  a  known  risk  associated  with  invasive 
intrauterine procedures.  In accordance with previous  studies, we also  found an  increased 
risk of PPROM (28%) after laser surgery (Yamamoto et al., 2005; Rossi et al., 2008). PPROM 
may  facilitate  the  invasion  of  microorganisms  into  the  amniotic  cavity,  leading  to 
histopathological and/or  clinical  chorioamnionitis and  resulting  in  fetuses exposed  to high 
risk of infection [10, 27]. PPROM may also lead to premature delivery, which is a known risk 
factor for both EOS as well as  late onset sepsis [28‐30]. In addition,  in neonates with  lower 
gestational  age  at  birth,  the  innate  and  adaptive  immunity  may  be  more  immature, 
increasing the risk of infection [31]. Lastly, we also found an increased risk of EOS in the first 
study period. The decrease in risk of infection in the second, most recent study period, might 
be a direct effect of  the  learning curve  related  to  laser  surgery.  Increased experience and 
improved  laser  technique  within  the  last  years  may  result  in  a  reduction  of  procedure 
related complications [32].   
Univariate analysis in this study also showed that shorter interval between laser surgery and 





and  result  in  premature  delivery. Anterior  placenta  increases  the  complexity  of  the  fetal 
surgical  intervention and may  thus  increase  the  risk of perinatal  infection due  to a  longer 
operation  time  and  a  higher  risk  of  complications  such  as  iatrogenic  PPROM  [5].  This 
hypothesis should be further explored in other cohorts.    
An  important  asset  of  this  study  is  that  it  is  a  large  prospective  cohort  study,  including 
monochorionic twins with and without TTTS. Furthermore, it is the first study to investigate 
the occurrence of EOS after  laser surgery  for TTTS, an  important evaluation of an  invasive 
procedure, which  is  increasingly being used throughout the world. However, our study has 
several  limitations  for  which  the  results  should  be  carefully  interpreted.  An  important 
limitation  is that histopathological evaluation of the placenta was not routinely performed. 
In addition, by excluding monochorionic twin pregnancies with fetal demise from this study, 
we may have  introduced a  selection bias. However,  these cases had  to be excluded  since 
sepsis workup was not performed in these neonates, preventing diagnosis of EOS. If demise 
in these cases was due to perinatal infection, the rate of EOS in the TTTS group would have 
been  higher  and  our  data may  underestimate  the  true  occurrence  of  EOS. On  the  other 
hand, neonatal infection in some cases in the TTTS group could be the result of prematurity 
due to  immature  immune system and not be a direct result of the  laser surgery. Therefore 
our data may also overestimate the true risk of infection after laser. However, studying this 







uncomplicated  monochorionic  twins.  Future  studies  and  developments  focusing  on 
improvement of laser technique and instruments may reduce the risk of (iatrogenic) PPROM, 
chorioamnionitis  and  perinatal  sepsis. Neonatologists  should  be  aware  of  the  risk  of  EOS 
when caring for newborns treated with laser surgery for TTTS during pregnancy.  
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Summary 
Monochorionic (MC) pregnancies account for around one third of all twin gestations, but 
contribute disproportionately to the occurrence of adverse perinatal outcomes. Increasing 
body of evidence shows that perinatal outcomes in MC twins are strongly associated with 
the complications resulting from the unique angioarchitecture in MC placentas, in particular 
the placental vascular anastomoses. Due to the extensive application of prenatal ultrasound 
examination, an increasing number and types of complication dedicated for MC twins are 
being diagnosed. Delineation of the placental characteristics classified by specific 
complications may shed light on the pathophysiology of various complications in MC twins. 
One of the great successes in fetal therapy is the introduction of fetoscopic laser 
coagulation of vascular anastomoses for the treatment of twin–twin transfusion syndrome 
(TTTS). The investigation on postoperative complications in TTTS placentas is crucial for the 
further improvement of fetoscopic laser surgery and improvement of perinatal outcome. 
Since 2002, all MC placentas delivered at the Leiden University Medical Center (LUMC) are 
consecutively being examined and injected with colored dye. This large database of MC 
placentas (n=940 in 2016) allows detailed investigation of the pathogenesis and clinical 
outcome of these rare diseases. 
Monochorionic Placentas: analysis and characteristics  
In Chapter 2 we compared the prevalence of vascular anastomoses and evaluated the 
sharing discordance in 134 MC placentas and 124 dichorionic (DC) placentas. This study 
demonstrates that vascular anastomoses are present in 99% (133/134) MC placentas and 
0% DC placentas (p < .01). Placental share discordance between MC twins is significantly 
larger compared to DC twins, 19.8 (interquartile range (IQR) 8.1‐33.3 ) and 10.8 (IQR 6.2‐
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19.0), respectively (p<.01). Vascular anastomoses–associated complications occurred in 16% 
(22/134) MC twins. Our findings show that vascular anastomoses are almost ubiquitous in 
MC placentas, but non‐existent in DC placentas. In addition, unequal placental sharing 
appears to be more common in MC than in DC placentas. However, our data should be 
interpreted with care due to the referral nature of our center. Since twin pregnancies 
referred to our centers usually underwent complications related to the vascular 
anastomoses, the findings on MC twins in this study may  be overestimated.   
The aim of the study described in Chapter 3 was to estimate the prevalence, number, size 
and localization of the anastomoses using color dye injection in MC placentas with 
complications (selective intrauterine growth restriction (sIUGR), n = 46; TTTS placentas, n = 
47; spontaneous twin anemia–polycythemia (TAPS), n=16) compared to 126 uncomplicated 
MC placentas. The prevalence of arterio‐arterial (AA) anastomoses in uncomplicated MC, 
sIUGR, TTTS and TAPS placentas was 96%, 98%, 47% and 19%, respectively. Median number 
of anastomoses in uncomplicated MC, sIUGR, TTTS and TAPS placentas was 8 (IQR: 4‐12), 8 
(IQR: 5‐14), 7 (IQR: 5‐11) and 4 (IQR: 3‐5), respectively. We concluded that  the prevalence, 
size, number and localization of the various types of vascular anastomoses differ between 
uncomplicated MC, sIUGR, TTTS and TAPS placentas. However, the ex vivo nature of this 
study should be taken into account when extrapolating our in vitro findings to the in vivo 
situation such as visualization of vascular anastomoses during fetoscopy. 
In Chapter 4 based on the measurements in 369 MC placentas, a reference range for the 
distance between cord insertions was generated to determine the cut–off value of 
proximate cord insertions (PCI). Additionally, the prevalence and angio‐architecture of MC 
placentas with PCI was further evaluated. The 5th centile of the established reference range 
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was adopted to define PCI and was calculated by the equation : 0.027 × gestational age 
(weeks) +2.91 (cm), yielding a range from 3.3 to 4 cm throughout gestation. Accordingly, 18 
of the 369 (5%) MC placentas fulfilled the definition criteria for PCI. The prevalence of 
arterio‐arterial (AA) and veno‐venous (VV) anastomoses in MC placentas with and without 
PCI was respectively 100% (18/18) versus 80% (281/351) (P=.12) and 56% (10/18) versus 
26% (91/351) (P=.01). Based on our analysis, we propose that the use of a fixed cut‐off set 
at 4 cm might be easier to use in daily practice instead of a gestational‐age‐dependent 
equation. 
Placental characteristics in relation to specific complications 
The objective of the multicenter study described in Chapter 5 was to evaluate the 
prevalence of veno‐venous (VV) anastomoses in a large cohort of 106 monochorionic (MC) 
twin placentas with twin–twin transfusion syndrome (TTTS) compared to a control group of 
308 MC placentas without TTTS. The prevalence of VV anastomoses was significantly higher 
in the TTTS group than in the non‐TTTS group, 36% (38/106) and 25% (78/308), respectively 
(p=.04; odds ratio (OR) 1.65; 95% confidence interval (CI): 1.03–2.64). In the subgroup of MC 
placentas without AA anastomoses, the prevalence of VV anastomoses in the TTTS group 
and non‐TTTS group was 32% (18/57) and 8% (2/25), respectively (p=.03; OR: 5.31; 95% CI: 
1.13–24.98). Our results suggest that the VV anastomoses may play a role in the 
development of TTTS, in particular in the absence of AA anastomoses.  
Previous observational studies noted a discordance between birth weight and individual 
placental share in TAPS. The purpose of the study in Chapter 6 was to investigate if fetal 
growth in monochorionic (MC) twins with TAPS is determined by placental share or by the 
net inter‐twin blood transfusion. We analyzed 20 TAPS cases and 250 uncomplicated MC 
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twins and found that birth weight share in the TAPS group was positively correlated with 
hemoglobin (Hb) levels share at birth (P<0.01) but not with placental share (P=0.54). In 
contrast, in the group of uncomplicated MC twins, birth weight share was strongly 
correlated with placental share (P<0.01) but not with Hb levels share (P=0.14). Our findings 
suggest that fetal growth in MC twins with TAPS is determined primarily by the net inter‐
twin blood transfusion instead of placental share and a relatively larger placental share may 
enable the survival of the anemic twin in TAPS.  
In Chapter 7 we report the prevalence of proximate cord insertions and associated clinical 
consequences in TTTS treated with fetoscopic laser surgery (FLS). The prevalence of 
proximate cord insertions in TTTS placentas was 2% (4/252). Residual anastomoses were 
detected in all placentas with proximate cord insertions (100%, 4/4) compared to 27% 
(66/248)(P<.01) in TTTS placentas without proximate cord insertions. Our findings suggest 
that fetoscopic laser coagulation in TTTS cases with proximate cord insertions is challenging 
due to technical difficulties in visualizing the vascular equator and results in an increased 
risk of incomplete laser treatment. 
Histologic chorioamnionitis and early–onset sepsis in TTTS after laser surgery 
The frequency of intrauterine inflammation and associated consequences in TTTS managed 
with fetoscopic laser surgery is presented in Chapter 8. In this case–control study performed 
at our center from 2013 to 2014, we included all TTTS pregnancies managed with fetoscopic 
laser surgery (n=62) and compared to a control group of monochorionic (MC) twin 
pregnancies not treated with fetoscopic laser surgery (n=64). The incidence of histologic 
chorioamnionitis was 13% (8/62) in the laser group versus 5% (3/64) in controls (odds ratios 
(OR) 3.0, 95% confidence interval (CI) .8‐11.9, P=.12). Funisitis occurred in 8% (10/124) in 
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the laser group versus 0% in controls (OR 11.1, 95% CI 1.3‐96.9, P=.03). Histologic 
chorioamnionitis following fetoscopic laser surgery was associated with shorter laser‐to‐
delivery interval (P<.01) and lower gestational age at birth (P<.01). These findings suggest 
TTTS cases managed with FLS are at increased risk of funisitis. 
In Chapter 9 we compared the rate of early–onset neonatal sepsis (EOS) in a cohort of all 
consecutive TTTS cases treated with laser surgery compared to a cohort of uncomplicated 
monochorionic twins delivered at our center. The rate of proven or suspected EOS in the 
TTTS group and no‐TTTS group was 16% (68/208) and 10% (55/271), respectively (relative 
ratio (RR) 1.74, 95% confidence interval (CI) 1.19‐2.55). Multivariate analysis showed that 
EOS in the TTTS group was independently associated with lower gestational age at birth 
(odds ratio (OR) 0.75, 95% CI 0.63‐0.88), earlier study period (OR 2.25, 95% CI 1.08‐4.67) and 
PPROM (OR 2.47, 95% CI 1.28‐4.75). In conclusion, The rate of EOS in the TTTS group is low, 
but increased compared to the no‐TTTS group. EOS in TTTS is independently associated with 
premature delivery, earlier laser period and PPROM. Our findings suggest that neonates 
with TTTS after laser surgery are at increased risk of EOS.  
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Nederlandse Samenvatting 
Ongeveer een derde van alle tweelingzwangerschappen is een Monochoriale (MC) 
zwangerschap en deze zwangerschappen gaan gepaard met een verhoogde kans op 
nadelige perinatale uitkomsten. Er is toenemend bewijs waaruit blijkt dat de perinatale 
uitkomsten bij MC tweelingen met complicaties sterk zijn geassocieerd met de unieke 
angioarchitectuur in MC placenta's, met name de vasculaire anastomoses in de placenta. Als 
gevolg van de uitgebreide toepassing van prenataal echo‐onderzoek, kan een toenemend 
aantal en typen van complicaties specifiek voor MC tweelingen uiteindelijk worden 
gediagnosticeerd. Afbakening van de placentakenmerken geclassificeerd voor specifieke 
complicaties kan inzicht geven in de pathofysiologie van verschillende complicaties bij MC 
tweelingen. Een van de grote successen in de foetale therapie is de introductie van 
foetoscopische lasercoagulatie van vasculaire anastomoses als behandeling van tweeling‐
tweeling transfusie syndroom (TTS). Het onderzoek naar postoperatieve complicaties van 
TTS placenta's is cruciaal voor de verdere verbetering van foetoscopische laserchirurgie en 
verbetering van de perinatale uitkomst. Sinds 2002, worden alle MC placenta's, die aan het 
Leids Universitair Medisch Centrum (LUMC) zijn geleverd, onderzocht en met kleurstof 
geïnjecteerd. Deze grote database van MC placenta's (n = 940 in 2016) maakt het mogelijk 
om gedetailleerd onderzoek te doen naar de pathogenese en klinische uitkomst van deze 
zeldzame ziekten. 
Monochoriale placenta’s: analyse en karakteristieken 
In Hoofdstuk 2 vergeleken we de prevalentie van vasculaire anastomosen en evalueerden 
we de aandeeldiscordantie in 134 MC placenta’s en 124 dichoriale (DC) placenta’s. Deze 
studie toont aan dat vasculaire anastomoses aanwezig zijn in 99% (133/134) van de MC 
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placenta’s en 0% van de DC placenta's (p <0.01). Het verschil in placenta‐aandeel bij MC 
tweelingen is aanzienlijk groter in vergelijking met DC tweelingen, 19.8 (inter quartile range 
(IQR) 8.1‐33.3) en 10.8 (IQR 6.2‐19.0) respectievelijk (p <0.01). Complicaties gerelateerd aan 
vasculaire anastomosen kwamen voor bij 16% (22/134) van de MC tweelingen. Onze 
resultaten tonen aan dat vasculaire anastomosen bijna altijd aanwezig zijn in MC placenta’s, 
maar afwezig in DC placenta. Bovendien lijken ongelijke placentadelen vaker voor te komen 
in MC dan in DC placenta’s. Aangezien tweelingzwangerschappen die verwezen werden naar 
ons centrum in verband met complicaties meestal vasculaire anastomosen hadden, kunnen 
de bevindingen over MC tweelingen in dit onderzoek overschat zijn. 
Het doel van de studie beschreven in Hoofdstuk 3 was om de prevalentie, het aantal, de 
grootte en de lokalisatie van de anastomosen te schatten met behulp van kleurstofinjectie 
in MC placenta’s met complicaties (selectieve dysmaturiteit (sIUGR), n = 46; TTS placenta's, 
n=47; spontane Twin‐Anemia‐Polycythemia Syndrome (TAPS), n=16) in vergelijking met 126 
ongecompliceerde MC placenta's. De prevalentie van arterio‐arteriële (AA) anastomosen in 
ongecompliceerde MC, sIUGR, TTS en TAPS placenta’s was 96%, 98%, 47% en 19%, 
respectievelijk. Het mediane aantal anastomoses in ongecompliceerde MC, sIUGR, TTS en 
TAPS placenta was 8 (IQR: 4‐12), 8 (IQR: 5‐14), 7 (IQR: 5‐11) en 4 (IQR: 3‐5) respectievelijk. 
Wij concludeerden dat de prevalentie, grootte, aantal en lokalisatie van de verschillende 
vasculaire anastomosen tussen de ongecompliceerd MC, sIUGR, TTS en TAPS placenta 
verschillen. Echter, moet rekening gehouden worden met het ex vivo karakter van de studie 
bij de extrapolatie van onze in vitro bevindingen naar de in vivo visualisatie van vasculaire 
anastomosen tijdens fetoscopy. 
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In Hoofdstuk 4 werd op basis van de metingen in 369 MC placenta’s een referentiewaarde 
voor de afstand tussen navelstrenginserties gegenereerd om de afkap waarde te bepalen 
van nabije navelstreng insertie [proximate cord insertion, (PCI)] te bepalen. Daarnaast werd 
de prevalentie en angio‐architectuur van MC placenta's met PCI verder geëvalueerd. De 5e 
percentiel van de vastgestelde referentiewaarde werd aangenomen om PCI te definiëren en 
werd berekend aan de hand van de volgende formule: 0.027 x zwangerschapsduur (weken) 
+2.91 (cm), leidend tot een bereik van 3.3‐4 cm tijdens de gestatie. Hiermee voldeden 18 
van de 369 (5%) MC placenta’s aan de criteria voor de definitie van PCI. De prevalentie van 
arterio‐arteriële (AA) en veno‐veneuze (VV) anastomosen in MC placenta's met en zonder 
PCI was respectievelijk 100% (18/18) versus 80% (281/351) (p = 0.12) en 56% (10/18) versus 
26% (91/351) (p = 0.01). Op basis van onze analyse stellen we het gebruik van een vaste 
afkapwaarde van 4 cm voor, wat in de praktijk gemakkelijker te gebruiken zou kunnen zijn 
dan een zwangerschapsduurafhankelijke vergelijking. 
 
Placentakarakteristieken met betrekking tot specifieke complicaties 
Het doel van de multicenter studie beschreven in Hoofdstuk 5 was om de prevalentie van 
veno‐veneuze (VV) anastomoses in een groot cohort van 106 MC tweelingplacenta’s met 
TTS te vergelijken met een controlegroep van 308 MC placenta’s zonder TTS. De prevalentie 
van VV anastomosen was aanzienlijk hoger in de TTS groep dan in de niet‐TTS groep, 36% 
(38/106) en 25% (78/308) respectievelijk (p = 0.04; odds ratio (OR) 1.65; 95% 
betrouwbaarheidsinterval (BI): 1.03‐2.64). In de subgroep van MC placenta’s zonder AA 
anastomoses was de prevalentie van VV anastomosen in de TTS groep en niet‐TTS groep 
32% (18/57) en 8% (2/25), respectievelijk (p = 0.03; OR: 5.31; 95% BI: 1.13‐24.98). Onze 
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resultaten suggereren dat de VV anastomosen een rol kunnen spelen bij de ontwikkeling 
van TTS, met name in afwezigheid van AA anastomoses. 
Eerdere observationele studies toonden een discrepantie tussen geboortegewicht en 
individueel placentaratio in TAPS. Het doel van het onderzoek in Hoofdstuk 6 was om te 
onderzoeken of foetale groei in MC tweelingen met TAPS wordt bepaald door het ratio van 
het aandeel van de placenta of door de netto inter‐tweeling bloedtransfusie. We 
analyseerden 20 TAPS tweelingen en 250 ongecompliceerd MC tweelingen met als uitkomst 
een positieve correlatie tussen geboortegewichtratio in de TAPS en hemoglobine (Hb) ratio 
bij de geboorte (P <0,01), maar niet met het placenta‐aaandeelratio (p = 0.54). Daarentegen 
was in de groep van ongecompliceerde MC tweelingen het  geboortegewichtratio sterk 
gecorreleerd met het placenta‐aandeelratio (p <0.01), maar niet met het Hb‐ratio (p = 0.14). 
Onze bevindingen suggereren dat de groei van de foetus in MC tweelingen met TAPS vooral 
wordt bepaald door de netto inter‐tweeling bloedtransfusie in plaats van het placenta‐
aandeelratio en dat een relatief groter placenta‐aandeel ratio de overleving van de 
anemische tweeling in TAPS mogelijk maken. 
 
In Hoofdstuk 7 beschrijven we de prevalentie van PCI en geassocieerde klinische gevolgen in 
TTS behandeld met foetoscopische laserchirurgie (FLC). De prevalentie van PCI in TTS 
placenta's was 2% (4/252). Restanastomosen werden gedetecteerd in alle placenta’s met 
PCI (100%, 4/4) in vergelijking met 27% (66/248) (P <0,01) in TTS placenta’s zonder PCI.  
Onze bevindingen suggereren dat FLC bij TTS gevallen met PCI uitdagend is door technische 
moeilijkheden bij het visualiseren van de vasculaire evenaar en resulteert in een verhoogd 
risico op onvolledige laserbehandeling. 
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Histologische chorioamnionitis en vroege sepsis in TTS na laserbehandeling 
De frequentie van intra‐uteriene inflammatie en de bijbehorende gevolgen in TTS 
behandeld met FLC wordt gepresenteerd in Hoofdstuk 8. In deze case‐control studie 
uitgevoerd in ons centrum in 2013‐2014, includeerden we alle TTS zwangerschappen 
behandeld met FLC (n = 62 ) en vergeleken we deze met een controlegroep van MC 
tweelingzwangerschappen die niet behandeld waren met FLC (n = 64). De incidentie van 
histologische chorioamnionitis was 13% (8/62) in de lasergroep versus 5% (3/64) in de 
controlegroep (odds ratio (OR) 3.0, 95% betrouwbaarheidsinterval (BI) 0.8‐11.9, p =0. 12). 
Funisitis was aanwezig in 8% (10/124) in de laser groep versus 0% in de controlegroep (OR 
11.1, 95% BI 13‐96.9, p = 0.03). Histologische chorioamnionitis na FLC was geassocieerd met 
kortere laser‐tot‐bevalling interval (p <0,01) en kortere zwangerschapsduur bij de geboorte 
(p <0,01). Deze bevindingen suggereren dat TTS gevallen behandeld met FLC een verhoogd 
risico op funisitis hebben. 
In Hoofdstuk 9 vergeleken we het percentage vroege neonatale sepsis  in een cohort van 
alle opeenvolgende TTS gevallen behandeld met laserchirurgie en vergeleken dit met een 
cohort van ongecompliceerde MC tweeling die geboren zijn in ons centrum. Het percentage 
van bewezen  of vermoedelijke vroege neonatale sepsis  in de TTS groep en non‐TTS groep 
was 16% (68/208) en 10% (55/271) respectievelijk (relatieve ratio (RR) 1.74, 95% 
betrouwbaarheidsinterval (BI) 1.19 ‐2,55). Multivariate analyse toonde aan dat vroege 
neonatale sepsis in de TTS groep onafhankelijk geassocieerd was met een kortere 
zwangerschapsduur bij de geboorte (odds ratio (OR) 0.75, 95% BI 0.63‐0.88), eerdere 
studieperiode (OR 2.25, 95% CI 1.08‐4.67) en PPROM (OR 2.47, 95% CI 1.28‐4.75). 
Concluderend is het percentage vroege neonatale sepsis in de TTS groep laag, maar 
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toegenomen ten opzichte van de non‐TTS groep.  Vroege neonatale sepsis in TTS is 
onafhankelijk geassocieerd met vroeggeboorte, eerdere laser periode en PPROM. Onze 
bevindingen suggereren dat pasgeborenen met TTS na laserbehandeling een verhoogd risico 
op vroege neonatale sepsis  hebben. 
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General Discussion 
A. Monochorionic Placentas: analysis and characteristics 
Although all twin pregnancies are at increased risk of abnormal placentation, several types 
of placental anomalies are exclusive to monochorionic (MC) pregnancies such as vascular 
anastomoses, abnormal umbilical cord insertion and unequal placental sharing. 
1. Vascular anastomoses 
Vascular anastomoses are extremely rare in dichorionic (DC) twins but ubiquitous in MC 
twins. These anastomoses play a crucial role in the well‐being of MC twins and have 
therefore  been the subject of great interest by perinatologists in the past decades. Several 
injection methods have been proposed to demonstrate the presence and types of vascular 
anastomoses using air, milk, barium and colored dye. In our recent cohorts using colored 
dye, we found on average 8 to 11 vascular anastomoses per placenta (Chapter 2 and 3) 
whereas other studies reported a smaller number of anastomoses, on average 1 to 6 
vascular anastomoses per placenta.[1‐3] This disparity is likely attributable to differences in 
injection techniques. In particular the use of air or milk may not be appropriate to detect 
small size anastomoses and to distinguish between the various types of anastomoses. The 
difference between the three types of vascular anastomoses (arterio‐arterial (AA), veno‐
venous (VV) and arterio‐venous (AV) anastomoses) can easily be detected when using color 
dye injection. Small size anastomoses can only be detected through accurate and thorough 
injection with colored dye. Since detection of these minuscule anastomoses is one of the 
crucial diagnostic criteria for twin anemia‐polycythemia sequence (TAPS),[4] high quality 
injection technique is of paramount importance for the  diagnosis of TAPS (see section B.2 
on TAPS).  
General Discussion │162 
 
2. Abnormal umbilical cord insertion 
Another placental characteristic that is typical to MC twins is abnormal placental cord 
insertion, namely velamentous cord insertion (VCI). The rate of VCI per fetus is significantly 
higher in MC twins (35%) compared to DC twins (8%).[5] The higher frequency of VCI in MC 
twins may be associated with the unequal allocation of blastocyst to each twin during the 
twining process, leading to lower growth potential of placental mass to protect the 
chorionic vasculature. VCI is associated with adverse perinatal outcome in MC twins, which 
may be in part due to the smaller corresponding placental share.[6, 7] As a consequence of 
the higher prevalence of VCI, MC twins also carry an increased risk of vasa previa and 
concomitant increased risk of rupture of the vessels during delivery. We recently reported 
two cases of MC twin pregnancies with rupture of vasa previa which led to acute blood loss 
in one twin followed by acute exsanguination from its co‐twin through the vascular 
anastomoses.[8, 9] Acute double exsanguination led to double fetal demise in one case and 
double severe perinatal asphyxia in the other case. Antenatal detection of vasa previa in MC 
twins is thus of paramount importance. 
Another abnormal form of cord insertion which appears to be unique to MC twins is the 
presence of proximate cord insertions (PCIs). Interestingly, PCIs are around 18 times more 
likely to occur in monoamniotic (MA) placentas (53%) compared to diamniotic twins (3%) 
(Chapter 4), suggesting a possible association of PCIs with twining process. In addition, we 
found that arterio‐arterial (AA) and veno‐venous (VV) anastomoses were more prevalent in 
MC placentas with PCIs (100% and 56%, respectively) compared to MC placentas without 
PCIs (80% and 26%, respectively). Our findings support the theory proposed by De Paepe et 
al. that the interaction between both cord insertions may play a role in the formation of 
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angio‐architecture in MC placentas.[10] A crucial step of fetoscopic laser surgery is the 
visualization of vascular equator.[11] However, the presence of PCIs results in difficulty in 
identifying the vascular equator and high risk of residual anastomoses and treatment failure 
of fetoscopic laser surgery (Chapter 7). Interestingly, in a recent study the authors reported 
successful performance of fetoscopic laser surgery in TTTS with PCIs except when the two 
umbilical cords have a joint part near the insertion site.[12] Noticeably, in case of PCIs fetal 
surgeons may consider not to coagulate the part of vascular equator between the side‐by‐
side cord insertions to avoid damage to quite large anastomoses or umbilical cords. 
However, the large vascular anastomose may be obscured by the PCIs, leading to failed 
detection by preoperational sonography. Therefore, we agree with proposal by the authors 
that evaluation of the feasibility of fetoscopic laser surgery for TTTS with PCIs should be 
done during fetoscopy, rather than ultrasound examination. 
3. Unequal placental share 
In most studies, unequal placental share is empirically defined as a placental share 
difference of 20% or greater, yielding a rate of around 50% in MC twins. The unequal 
placental share in MC twins is theorized to result from the poor implantation site 
represented by the presence of VCI and disequilibrated cleavage of inner cell mass at 
twinning. MC twins with birth weight discordance of ≥20% have a 2 to 5 times likelihood of 
unequal placental share compared to MC twins with concordant growth, suggesting that 
unequal placental share is the main contributor to growth discordance, and may lead to 
selective intrauterine growth restriction (sIUGR).[13] In MC twins, a larger placental share 
usually leads to a larger birth weight, while a smaller placental share results in a smaller 
birth weight. However, the placental share usually does not well correspond to the birth 
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weight share, i.e. birth weight share/placental share ratio is significantly higher in the 
smaller twin compared to the larger twin in sIUGR.[14, 15] This may be explained by the 
more shared circulation as a result of more efficient network of vascular anastomoses with 
larger anastomotic size, more superficial anastomoses and shorter distance between cord 
insertions.[14, 16]  
 
B. Placental characteristics in relation to specific complications: twin‐twin transfusion 
syndrome and twin anemia‐polycythemia sequence 
Vascular anastomoses are the anatomical prerequisite for the net intertwin transfusion 
enabling the development of twin‐twin transfusion syndrome (TTTS) or TAPS. Although the 
placental angioarchitecture in TTTS and TAPS placentas is different from uncomplicated MC 
twins (Chapter 5 and 6), the role of placental angioarchitecture in the pathophysiology of 
TTTS and TAPS is not fully understood yet. One recent hypothesis is that all chronic intertwin 
transfusion first results in intertwin hemoglobin discordance leading to intertwin osmotic 
gradient.[17] Subsequently, extraction of fluid from the donor to the recipient may ensue 
when large anastomoses are present (TTTS placenta) or may be limited when only 
minuscule anastomoses are present (TAPS placenta). Another theory is that TTTS results 
from fetal circulatory imbalance and its secondary effect of vasoactive hormones (renin‐
angiotensin system and endothelin‐1), leading to large differences in amniotic fluid 
production and the development of oligo‐polyhydramnion sequence.[18] In contrast, TAPS 
results mainly from slow chronic intertwin blood transfusion through the minuscule vascular 
anastomoses leading to differences in Hb levels without discordant amniotic fluid levels.[19]  
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1. TTTS placentas 
Although AV anastomoses carrying unidirectional blood flow are essential for the 
pathogenesis of TTTS, the number and size of AV anastomoses in TTTS placentas is not 
different from that in uncomplicated MC placentas.[20] The main difference in the 
angioarchitecture of TTTS placentas is the lower prevalence of AA anastomoses (around 
35%) compared to uncomplicated MC twins placentas (above 90%), suggesting a protective 
role of AA anastomoses against TTTS.[3, 21] In contrast to AA anastomoses, VV anastomoses 
occurs more frequently in TTTS placentas (around 35%) than uncomplicated placentas 
(about 25%).[3] In particular in the absence of AA anastomoses, the presence of VV 
anastomoses seems to predispose MC twins to the development of TTTS. Unlike the arterial 
system, the resistance in the venous circulation is low. Inter‐twin pressure gradient in the 
venous circulation is therefore prone to being affected by external impact, such as fetal 
position. Theoretically, VV anastomoses may then act as AV anastomoses and carry 
unidirectional blood flow when the inter‐twin pressure gradient in venous circulation 
becomes skewed to one twin. This may, in certain circumstances, lead to the development 
of TTTS. Given the more recent theory on the pathogenesis of TTTS as discussed above, VV 
anastomoses with blood flow of low resistance may facilitate the extraction of fluid from 
donor to recipient when the intertwin Hb difference is present.  
The prevalence of VCI is similar between TTTS and uncomplicated MC twins, suggesting that 
there is no causal relation between development of TTTS and velamentous insertion of the 
umbilical cord. However, if TTTS occurs, VCI is most often detected in the donor twin.[7] The 
presence of VCI in TTTS may thus be related to the donor versus recipient status, but not the 
pathogenesis of TTTS. Velamentous insertion of the cord is associated with the magistral 
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pattern of chronic vasculature.[10] The few and lager chorionic arteries in the placental 
territory of the donor twin may tend to be affected by the heart beat and have a higher 
blood pressure, facilitating the blood loss from the donor to the recipient.  
2. TAPS placentas 
The typical angioarchitecture of TAPS placentas demonstrates few and miniscule 
anastomoses (diameter < 1mm), on average 4 in spontaneous TAPS placentas and 2 in post‐
laser TAPS placentas.[22] AA anastomoses occur strikingly less frequently in TAPS placentas 
(<20%) compared to uncomplicated MC placentas (above 90%),[23] allowing the 
accumulation of Hb difference without adequate compensation. Interestingly, most 
anastomoses in post‐laser TAPS placentas are localized near the edge of placenta. These 
small anastomoses on the margin of the placenta are probably more difficult to detect and 
can be missed during fetoscopic laser surgery. 
 Another feature of TAPS placentas is the larger ratio between cord insertion distance and 
placental diameter compared to uncomplicated MC placentas (69% vs 63%, respectively, 
P<.05).[24] This may result in the diminution of vascular caliber along the vascular equator 
and smaller vascular anastomoses.  
The placental share discordance in TAPS placentas is comparable to uncomplicated MC 
placentas.[25] However, unlike uncomplicated MC twins, the smaller twin in TAPS who is 
often the anemic twin usually has a larger placental share, suggesting that fetal growth in 
TAPS is determined primarily by the net inter‐twin blood transfusion instead of placental 
share. Importantly, the larger placental share found in donor twins could be a result of 
selection bias in our study due to the inclusion of only TAPS cases with two live‐born infants. 
We speculate that in TAPS donor twins with a significantly smaller placental share may be at 
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increased risk of fetal demise due to the accumulation of potential risks (chronic blood loss 
and smaller placental share). 
 
C. Placental complications and associated neonatal outcomes after fetoscopic laser 
surgery for TTTS: histologic chorioamnionitis, funisitis and early–onset neonatal sepsis  
An important aspect that had not been evaluated in detail is related to the impact of 
intrauterine inflammation after laser surgery for TTTS. Recent studies have shown that 
intrauterine inflammation are related to adverse fetal and neonatal outcomes and 
associated with adverse long‐term neurodevelopmental outcome.[26‐28]  
1. Chorioamnionitis and funisitis 
In our case‐control study with histologic evaluation of placenta and umbilical cord (Chapter 
8), we found an higher risk of intrauterine inflammation (13% of histologic chorioamnionitis 
(CA) and 8% of funisitis) in TTTS cases treated with fetoscopic laser surgery compared to 
previous reports based on clinical CA (0‐4%).[29‐39]This disparity may be attributable in part 
to the different definitions of intrauterine inflammation. Noticeably, around half of 
histologic CA occurs without clinical signs and symptoms including maternal fever, the 
essential criterion to diagnose clinical CA. Given that funisitis is associated with higher risk of 
adverse short and long‐term outcome than histological CA only,[27] the more important 
finding in our study is the increased risk of funisitis after fetoscopic laser surgery, suggesting 
the necessity of postpartum histologic evaluation of the placenta and umbilical cord in TTTS 
cases treated with laser surgery. Although both the operational and perinatal variables were 
recorded and analyzed, this study however failed in identifying the risk factors for the 
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occurrence of histological CA after fetoscopic laser surgery. Nevertheless, our study was 
primarily designed and powered to display a difference in the risk of histologic CA between 
the study group of TTTS managed with fetoscopic laser surgery and a control group of 
mostly uncomplicated MC twins without fetoscopic laser surgery. Analysis of risk factor for 
histologic CA after fetoscopic laser surgery requires a larger study.  
2. Early‐onset neonatal sepsis 
The clinical implication of histologic CA is the direct association with early‐onset neonatal 
sepsis (EOS). EOS is one of the leading causes of neonatal morbidity and mortality. In our 
large prospective cohort study (Chapter 9), we found that the incidence of EOS after 
fetoscopic laser surgery was 16% (2% proven EOS and 14% suspected EOS). The rate of EOS 
in our cohort is substantially higher compared to the general population of MC twins 
reported by Lewis et al (4%).[40] This higher incidence of EOS found in our TTTS cohort may 
be explained by the TTTS disorder itself and the invasive nature of fetoscopic laser surgery 
leading to increased risk of prematurity and preterm previable rupture of membranes 
(PPROM). Although fetoscopic laser surgery significantly improves the clinical outcome in 
TTTS, perinatologists should be aware of the potential risk of intrauterine inflammation and 
EOS. Future studies and developments focusing on improvement of laser technique and 
instruments may reduce the risk of (iatrogenic) PPROM, intrauterine inflammation (infection) 
and EOS. 
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Future Perspectives 
Although postnatal examination of monochorionic (MC) placentas using color dye injection 
have shed more light on the pathophysiology of various disorders in MC twins, the 
examination is usually performed by visual inspection, and is time‐consuming and prone to 
interobserver variation. In addition, the in vitro nature of postnatal examination of MC 
placentas limits the extrapolation of the findings into evaluation of in vivo scenarios.  
This chapter focuses on various proposals for research directions to further improve our 
understanding of the pathophysiology of disorders in MC twins. Improved knowledge on the 
various aspects and characteristics of MC placentas may also help optimize the prenatal 
management and intrauterine therapy. 
A. Monochorionic placenta: analysis and characteristics 
1. Development of computerized methods for placental analysis 
To minimize interobserver variation and diminish the time used for placental analysis, a 
dedicated software program may be useful to perform various measurements of placental 
morphology. For example, the distribution of chorionic vasculature is categorized grossly as 
disperse, magistral or mixed by visual inspection and is related to the donor and recipient 
status in TTTS.[1] In singletons, chorionic vasculature patterns are associated with placental 
insufficiency and fetal growth.[2] Computerized analysis would be useful to define the type 
of chorionic vasculature patterns based on objective parameters such as density of chorionic 
vessels and number of vascular branches, enabling subsequent investigations on the clinical 
consequences of chorionic vasculature patterns and differences between donor and 
recipient placental angioarchitecture.  
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2. Prenatal evaluation  of placental angioarchitecture  
Perinatal risk of MC twins is strongly related to the placental anomalies such as vascular 
anastomoses, velamentous cord insertion (VCI) and unequal placental share.[3] As a result, 
prenatal detection of placental anomalies could be beneficial to the risk evaluation in MC 
twins. Prenatal ultrasound is already a reliable tool to detect the presence of VCI or other 
abnormalities of cord insertion.[4] VCI is the suggestive of smaller placental share and is an 
independent risk factor for growth discordance and fetal demise.[5] In addition, distance 
between cord insertions can be measured during ultrasound examination, allowing the 
detection of proximate cord insertions (PCIs). This may enable the investigation of 
correlation between PCIs and clinical outcomes, including fetal demise.  
Detection  of the different types of anastomoses and evaluation individual placental share 
with prenatal ultrasound examination is more difficult if not extremely challenging and not 
yet reliable. Werner et al. recently reported a preliminary method to identify the vascular 
equator using ultrasound and resonance magnetic imaging (MRI).[6] Individual placental 
share may be evaluated based on the combination of identifying vascular equator with 
contouring the placental edge. Although arterio‐venous (AV) anastomoses and veno‐venous 
(VV) anastomoses cannot yet be detected with prenatal Doppler ultrasound, reliable 
detection of arterio‐arterial (AA) anastomoses during ultrasound examination has been 
reported.[7] AA anastomoses carry bidirectional blood flow and can compensate for a wide 
range of net cross‐sectional area of AV anastomoses, preventing the development of TTTS 
and TAPS.[8] A prospective study is  needed to evaluate the predictive value of the 
combination of prenatal detection of VCI and AA anastomoses in relation to the perinatal 
outcome of MC twins.  
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B.  Placental characteristics in relation to specific complications: Twin–twin 
transfusion syndrome and Twin anemia–polycythemia sequence 
1. Twin‐twin transfusion syndrome 
Since the majority of TTTS cases are now treated with fetoscopic laser ablation of vascular 
anastomoses, evaluation of the various types of anastomotic patterns on the placenta after 
delivery is not possible. However, color dye injection to detect residual anastomoses 
remains a crucial  tool for quality control, for the evaluation  of the learning curve of fetal 
surgeons and serves as an important teaching tool for all perinatologists involved in the 
care of MC twins.  
Although the rate of residual anastomoses and associated post‐laser TAPS or recurrent TTTS 
is reduced due to the application of Solomon technique for laser surgery, residual 
anastomoses are reported to be detected in up to 20% lasered TTTS placentas in the 
Solomon trial.[9, 10] With increased familiarity and experience with the Solomon 
technique, , we expect a decrease in the rate of residual anastomoses in the future. Large, 
preferably  multicenter studies are required to evaluate the inter‐individual, intra‐individual 
and inter‐center differences  in prevalence of residual anastomoses after laser surgery using 
Solomon technique. Importantly, factors such as localization of the placenta (anterior or 
posterior), TTTS stage at operation and experience level of the fetal surgeons must be taken 
into account. Evidently, comparisons of the rate of residual anastomoses between the 
various fetal centers and between operators can only reliably be performed if placental 
examination is done adequately and accurately using color dye injection. Evaluation of post‐
laser placentas using only air injection should not be considered as a valid tool for the 
detection of residual anastomoses (in particular for the detection of minuscule 
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anastomoses).[11] Similarly,  examination of post‐laser placentas performed by 
inexperienced injectors will also lead to a higher rate of false‐negative results.    
Fetoscopy also provides the possibility to record the placental angioarchitecture in vivo. In a 
study from Eschbach et al., the authors found that the presence of AA anastomoses 
detected during fetoscopy was associated with the death in donor twin while the absence of 
AV anastomoses directed from recipient to donor twin was related to death in recipient 
twin after laser surgery.[12] In addition, the presence of VV anastomoses is related to the 
development of TTTS.[13‐15] However, the predictive value of VV anastomoses in relation 
to clinical outcome after laser surgery is unclear. This may be due to the limited reliability of 
detection of vascular anastomoses by fetoscopy.  
In the majority of TTTS cases managed with fetoscopic laser surgery,  functional 
dichorionicity can be reached,[10] and post‐laser fetal growth is therefore mainly 
dependent on the individual placental territory. However, the current fetoscopy operation 
instrument does not include a measurement component to objectively quantify the 
individual placental territory. Quintero et al. recently reported the feasibility of visible light 
spectroscopy to identify individual anastomoses and differentiate the individual placental 
territory of recipient and donor before laser ablation based on the measurement of 
oxygenation.[16] Further studies are required to evaluate the feasibility and accuracy of this 
method to define the types of vascular anastomoses and individual placental territory, and 
subsequently to assess their predictive value for clinical outcome after laser surgery.   
2. Twin anemia polycythemia sequence 
TAPS is a newly‐described form of chronic intertwin transfusion occurring in 5% of MC 
twins.[17, 18] Due to the rarity of this disorder, previous studies on the characteristics of 
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TAPS placenta were often limited by the small sample size. The correlation between the 
pathogenesis of TAPS and placental angioarchitecture (including types of cord insertion, 
unequal placental share) remains to be elucidate, ideally, in prospective multicenter studies 
with large sample size. In addition, prenatal in vivo evaluation of placental characteristics 
may be also useful for the prediction of clinical outcome in TAPS. Given the miniscule nature 
of vascular anastomoses in typical TAPS placentas, future studies should probably focus on 
prenatal evaluation of the difference in color of each individual placental territory rather 
than on the type of anastomoses. Interestingly, ultrasound examination is already useful in 
detecting a difference in echodensity and thickness between the placental territory of the 
anemic and polycythemic twin in a part of TAPS.[18] Further investigation is warranted to 
show the average difference in echodensity between the placental territory of the anemic 
and polycythemic in general population of TAPS and to assess the feasibility of this 
difference to define individual placental share.  
Recently, we proposed the color difference of the maternal side as an additional criterion 
for the postnatal diagnosis of TAPS and differential diagnosis between TAPS and acute 
peripartum TTTS.[19] However, the color difference on maternal side was measured in only 
19 TAPS placentas without classification of spontaneous TAPS or post‐laser TAPS. The 
applicability of color difference on maternal side to diagnose TAPS should be assessed in 
larger studies and in studies including cases with acute peripartum TTTS. 
3. Selective intrauterine growth restriction 
Selective intrauterine growth restriction (sIUGR) is a severe disorder occurring in 10% of MC 
twins and results from unequal placental sharing.[20, 21] In the majority of previous studies, 
unequal placental share is empirically defined as a placental share discordance of ≥ 20%. 
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However, a scientific definition of unequal placental share has not yet been reported and is 
urgently needed. The optimal method to determine the threshold of unequal placental 
share that significantly increase adversity of perinatal outcome is to use placental share 
difference as continuous variable and asses its correlation with outcome parameters.  
In addition to unequal placental sharing, sIUGR placentas are also characterized by an 
increased incidence of VCI and large AA anastomoses.[22, 23] Prenatal detection of the 
combination of these three factors may help distinguish sIUGR twins from other MC twins 
and classify the various types of sIUGR, in relation to the Gratacos staging.[24]  
C. Fetal inflammatory response syndrome after fetal interventions 
With the improvement of survival rate after fetoscopic laser surgery for TTTS, attention is 
shifting towards survival without long‐term morbidity. Unfortunately, post‐laser 
complications such as preterm previable rupture of membranes (PPROM) and intrauterine 
inflammation, remain a challenge in management of TTTS.[10, 25, 26] Both PPROM and 
intrauterine inflammation (including clinical or histological chorioamnionitis) are associated 
with premature delivery and adverse short‐ and long‐term outcome.[27, 28] Recent studies 
show that the risk of adverse outcome is higher in chorioamnionitis with fetal involvement, 
termed as fetal inflammatory response syndrome (FIRS).[29] Although funisitis is the 
histologic indication of FIRS, an elevated concentration of interleukin‐6 (IL‐6, >11 pg/mL) in 
fetal plasma is the crucial diagnostic criterion for FIRS.[29] The invasive nature of fetal 
interventions for TTTS or feticide predisposes the fetus to intrauterine inflection and 
secondary inflammatory response. In addition, iatrogenic necrosis after fetal interventions 
may result in ‘sterile inflammation’ without the presence of microbe in amniotic sac.[30] 
Importantly, postmortem involution due to fetal demise after fetal interventions may 
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prevent the diagnosis of intrauterine inflammation based on the histologic evaluation of 
placenta. The measurement of IL‐6 in fetal plasma enables the detection of severe 
intrauterine inflammation in all liveborns. Interestingly, Kunze et al. recently reported the 
feasibility of measurement of IL‐6 in amniotic fluid collected noninvasively after PPROM.[31] 
Since PPROM occurs in around 30% after fetoscopic laser surgery or 20% after feticide,[10, 
25, 32] this method may be promising for prenatal detection of FIRS after fetal 
intervention. 
In conclusion, advances in prenatal ultrasound examination and invasive fetal therapy not 
only provide an opportunity to improve perinatal survival rate in complicated MC twins, but 
also to understand the pathophysiology of the various fetal disorders and to build prediction 
models based on in vivo variables obtained prenatally.  
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